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Resumo
Introdução – O objetivo do trabalho foi avaliar os efeitos de períodos estocagem de amostras de

leite integral, ou de soro de leite, nos resultados de nitrogênio ureico lácteo (NUL), e comparar os
valores obtidos com aqueles correspondentes ao nitrogênio ureico sérico (NUS). Material e Méto-
dos – Foram obtidos de 20 vacas mestiças lactantes 140 ml de leite e 20 ml de sangue. As amos-
tras de leite foram subdivididas em dois tipos de manuseio: A) metade da amostra foi
desengordurada e desproteinizada, em seguida analisou-se o teor de nitrogênio ureico, guardando-
se o restante para feitura da mesma análise em 14 subamostras, as quais foram congeladas para
análise decorridos 15, 30, 60, 90, 120,150, 180, 210, 240, 270, 300 e 330 dias após a colheita. B)
a outra metade foi analisada quanto ao teor de nitrogênio ureico, guardando-se o restante para fei-
tura da mesma análise em 14 subamostras, as quais foram congeladas decorridos os mesmos pe-
ríodos de tempo considerados para a fase A. As amostras de sangue foram encaminhadas para
análise dos teores de nitrogênio ureico sanguíneos imediatamente. Resultados – Não foi obser-
vado efeito do congelamento (até 330 dias) sobre a concentração de nitrogênio ureico no leite e
no lactossoro. No entanto, houve correlação positiva (r = 0,8017) entre nitrogênio ureico no leite e
no lactossoro. Conclusão – Conclui-se que o NU pode ser congelado por até 330 dias e ser ana-
lisado tanto no leite integral como no lactossoro.
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Abstract
Introduction – The aim of this study was to evaluate the effects of storage periods of samples of

milk, or whey, the results of milk urea nitrogen (MUN), and compare the values obtained with those
corresponding to the serum urea nitrogen (SUN). Material and Methods – Were obtained from 20
lactating crossbred cows 140 ml milk and 20 ml of blood. The milk samples were subdivided into
two types of handling: A) half of the sample was defatted and deproteinated then analyzed the
concentration of urea nitrogen, keeping the rest was for making the same analysis on 14 core sam-
ples, which were frozen for analysis after 15, 30, 60.90, 120.150, 180, 210, 240, 270, 300 and 330
days after harvest. B) the other half was analyzed for urea nitrogen, keeping the rest was for ma-
king the same analysis on 14 core samples, which were frozen after the same time periods consi-
dered for phase A. Blood samples were sent for analysis of levels of blood urea nitrogen
immediately. Results – There was no effect of freezing (up to 330 days) on the concentration of milk
urea nitrogen and whey. However, there was a positive correlation (r = 0.8017) between milk urea
nitrogen and whey. Conclusion – Concluding that the UN can be frozen for up to 330 days and be
analyzed in both whole milk and in whey.
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Introdução

Incrementos na ingestão de proteína digestível, ou na re-
lação proteína digestível/MJ de energia metabolizável
(EM), aumentam os níveis de amônia no rúmen, mas no
sangue estes valores mantêm-se baixos, devido à rápida

conversão hepática em ureia (ciclo da ornitina). Se a pro-
dução de amônia supera a capacidade hepática de trans-
formá-la em ureia, seu nível no sangue pode atingir limites
tóxicos1. No entanto, a elevação do conteúdo de ureia no
sangue devido à conversão hepática de amônia a ureia
pode provocar aumento no conteúdo de ureia do leite8. É



conhecida a existência de correlação intima entre as con-
centrações de ureia no sangue e amônia no rúmen13,18.

O nitrogênio ureico do leite (NUL) indica a perda de ni-
trogênio na forma de amônia de origem da digestão mi-
crobiana dos alimentos no rúmen. Como os valores de
NUL são intimamente relacionados com o nitrogênio
ureico do sangue (NUS), o qual tem sido usado há muitos
anos para avaliar os efeitos da dieta na taxa de concep-
ção, o uso do NUL está se tornando uma importante fer-
ramenta para os nutricionistas com finalidade de avaliar a
eficiência da utilização de proteína em várias dietas14.

Muitos fatores podem alterar a distribuição do nitrogê-
nio entre as várias frações nitrogenadas do leite5, tais
como clima (ambiente), doenças do úbere, estágio de
lactação, parto, raça e nutrição15,17. A importância de
cada um destes fatores na secreção do leite é difícil de
determinar, mas Franke et al.10 (1988) sugeriram interação
entre eles, que pode alterar drasticamente a composição
do nitrogênio do leite.

A concentração de nitrogênio ureico do leite (NUL)
pode ser uma ferramenta útil para monitoração do manejo
nutricional de rebanhos leiteiros8. Assim, o interesse na
mensuração do NUL tem aumentado muito e visa moni-
torar a eficiência da utilização do nitrogênio por vacas lei-
teiras. Fornecimento de proteína acima das necessidades
nutricionais tem mostrado impacto negativo na saúde e
fertilidade do gado leiteiro11.

Segundo Eicher et al.6 (1999) a conservação da amostra
mostrou que após uma semana de refrigeração (4°C) a
concentração de NUL apresentou um leve, mas significante
aumento; ocorrendo o mesmo após um mês de congela-
mento (–20°C); a variação entre quartos foi irrelevante. Se-
gundo os autores, após centrifugação, a concentração de
NUL da amostra total de leite mostrou valores muito inferio-
res em relação às amostras de lactossoro correspondentes.

Assim, o presente projeto teve como objetivos verificar
o efeito do tempo de congelamento da amostra de leite in-
tegral e lactossoro sobre a concentração de nitrogênio
uréico, comparando-as e quantificar nitrogênio ureico san-
guíneo no início do experimento e correlacionar com a
concentração de nitrogênio ureico do leite.

Material e Métodos

Foram colhidas amostras de leite e de sangue em fa-
zenda situada no município de Descalvado, Estado de São
Paulo. Foram avaliados 20 animais, sendo colhidos 10 ml
de sangue e 280 ml de leite de cada animal na primeira or-
denha do dia, conforme observado por Eicher et al.6 (1999).

Cada amostra total de leite foi dividida em 28 subamos-
tras de 10 ml cada, 14 subamostras que foram refrigeradas
enquanto as outras 14 foram centrifugadas à uma rotação
de 4000 rpm por 20 minutos, onde houve a separação da
gordura na superfície do tubo de ensaio que foi retirada por
aspiração. Adicionou-se em seguida 5 gotas de ácido acé-
tico ao tubo com leite e fez-se a 2ª centrifugação para reti-
rar toda proteína do leite, dando origem ao lactossoro isento
de proteínas, após este processo foram refrigeradas. Todas
as 28 subamostras foram levadas ao Laboratório da Uni-
versidade de Santo Amaro, onde uma subamostra de cada

tratamento foi analisada imediatamente e as outras 13 de
leite integral e lactossoro foram congeladas a –20°C para
posterior análise. Desta forma as análises das amostras fo-
ram realizadas nos tempos 0 (dia da colheita), 15, 30, 60, 90,
120, 150, 180, 210, 240, 270, 300 e 330 dias após a colheita.

As amostras de sangue foram centrifugadas a uma ro-
tação de 4000 rpm por 20 minutos. Houve separação de
plasma na superfície e hemácias que precipitaram para o
fundo do tubo. Em seguida o soro foi retirado e realizou-
se a análise de nitrogênio ureico.

As amostras de leite e lactossoro foram analisadas se-
gundo metodologia da Universidade de Cornell, adap-
tada, utilizando o kit de análise de ureia sérica Labtest. O
método a ser utilizado foi semelhante ao Sigma Diagnos-
tic Kit (640-A).

O resultado obtido ao final do teste foi a concentração
de ureia em mg/dl, este valor foi multiplicado por 0,466
para se obter o NUL.

O delineamento utilizado foi blocos ao acaso, sendo 2
blocos (leite integral e lactossoro) com 22 animais cada. Os
resultados foram analisados através do programa compu-
tacional Statistical Analysis System19 (1985) sendo ante-
riormente verificada a normalidade dos resíduos pelo Teste
de Shapiro-Wilk (PROC UNIVARIATE) e a homogeneidade
das variâncias comparadas pelo Teste Qui Quadrado (Co-
mando SPEC do PROC GLM). Os dados foram submetidos
à analise de variância e correlação, utilizando o PROC
GLM e o PROC CORR respectivamente, adotando o nível
de significância de 5% para todas as análises realizadas.

Resultados e Discussão

A correlação entre NUS e NUL observada neste traba-
lho (Tabela 1) contradiz a maioria da literatura consultada
que afirma que ser positiva e elevada a correlação entre
NUL e NUS1- 2, 4,6,13, indicando que a base para o uso do
NUL como indicador nutricional é a forte correlação exis-
tente entre o NUL e NUS, que ocorre devido à livre difu-
são da ureia nos tecidos orgânicos. A correlação entre
NNP do leite e do plasma também tem sido descrita12.

Tabela 1. Coeficiente de correlação de Pearson entre nitro-
gênio ureico do sangue e do leite

Número de amostras NUL NUS
NUL 40 1,000 –

0,0
NUS 40 0,165 1,000

0,1 0,0

Na prática considera-se que os valores de NUL repre-
sentam entre 83 e 98% dos valores de NUS, aceitando
que a divisão de NUL por 0,85 possa estimar com razoá-
vel precisão o valor de NUS1,3. Baker et al.2 (1995) ao uti-
lizarem vacas leiteiras produzindo entre 31,2 e 32,5 kg de
leite/dia alimentadas com dietas variando a concentração
de carboidratos e proteína degradável no rúmen (PDR)
concluíram que a concentração de NUS e NUL tiveram
correlação de 0,96, indicando que 93% da variação de
NUL foi quantificada pela variação do NUS.

230

Peixoto Jr KC, Lucci CS, Silvestrini GR, Pereira MGM, Bufarah G, Valvassori E et al. Efeito do tempo de congelamento do leite integral e lac-
tossoro sobre a concentração de nitrogênio ureico. Rev Inst Ciênc Saúde. 2009;27(3):229-32.



O fato das amostras do presente trabalho terem sido
obtidas na primeira ordenha do dia, ou seja, antes da pri-
meira refeição pode explicar a baixa correlação obser-
vada entre NUL e NUS, já que Gustafsson e Palmquist13
(1993) e Elrod e Butler7 (1993) relataram flutuação na
concentração de NUS, do início ao fim do dia, e que ge-
ralmente a concentração mínima de NUS ocorre antes da
alimentação e a máxima, 4 a 6 horas após. Como existe
diferença de aproximadamente 1 a 2 horas entre os picos
de NUS e NUL17, o tempo de amostragem em relação à
alimentação pode ser importante na interpretação dos
valores, especialmente quando as vacas forem alimenta-
das com forragem e concentrados separadamente em vez
de dieta total.

Como pode ser observado na Tabela 2, houve efeito do
tempo de congelamento sobre a concentração de NU do
leite e do lactossoro. No entanto, ao levar em considera-
ção a classificação realizada por Peixoto Jr.16 (2003) que
classificou os níveis de nitrogênio ureico do leite em cinco
classes; abaixo de 8 mg/dl, entre 8 e 12 mg/dl, 12,1 e 16
mg/dl, 16,1 e 19 mg/dl e acima de 19 mg/dl, nota-se que
todos os valores obtidos pertencem à mesma classe, po-
dendo, portanto, serem considerados semelhantes.

O tempo que a amostra de leite pode ficar congelada
sem que a concentração de ureia seja alterada ainda

está indefinido, este trabalho aponta não haver altera-
ções significativas por até um ano de congelamento. Ei-
cher et al.6 (1999) afirmaram que a presença de bactérias
proteolíticas produzindo amônia interferindo com a reação
enzimática pode ser responsável pelo aumento signifi-
cante do NUL em amostras após uma semana de refri-
geração a 4°C e após um mês de congelamento a –20°C
e Fernandez et al.9 (1988) reportaram que o congela-
mento de amostras de plasma por várias semanas pode
resultar em acréscimo de até 50% na concentração de
amônia. Neste experimento o tempo médio de congela-
mento das amostras a – 20°C foi 30 dias, o que poderia
ter contribuído para o aumento dos níveis de NUL, entre-
tanto, como os melhores resultados foram obtidos em ani-
mais com níveis de NUL abaixo de 8 mg/dl supõe-se que
o tempo de congelamento das amostras não tenha in-
fluenciado a concentração de NUL.

A elevada correlação (r = 0,8018) observada entre NU
no leite e no lactossoro (Tabela 3) mostra que a fração de
nitrogênio não protéico do leite encontra-se no soro, po-
dendo assim, analisar a concentração de nitrogênio
ureico tanto no leite como no lactossoro. No entanto, este
resultado é diferente do observado por Eicher et al.6
(1999) que relataram que após centrifugação, a concen-
tração de NUL da amostra total de leite mostrou valores
muito inferiores em relação às amostras de lactossoro cor-
respondentes.

Conclusão

Conclui-se que o nitrogênio ureico pode ser congelado
por até 330 dias, podendo ser analisado tanto no leite in-
tegral como no lactossoro.
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Tabela 2. Efeito do tempo de congelamento sobre a concen-
tração de nitrogênio ureico do lactossoro

Período Observações Nitrogênio ureico Nitrogênio ureico
do leite do lactossoro

0 20 14,843a 14,343a

15 20 15,815ab 14,976ab

30 20 15,629ab 15,858b

60 20 15,938b 15,958ab

90 20 15,055ab 14,940ab

120 20 15,995b 14,554ab

150 20 15,232ab 15,421ab

180 20 14,747a 14,735ab

210 20 15,063ab 14,341a

240 20 15,973b 15,097ab

270 20 15,310ab 15,082ab

300 20 16,000b 15,394b

330 20 15,845ab 15,958ab

Total de
amostras 260 – –

* Médias com letras semelhantes na mesma coluna são iguais esta-
tisticamente (p< 0,0001)

Tabela 3. Coeficiente de correlação entre nitrogênio ureico
do soro e do leite

Número de amostras NUL NULac
NUL 40 1,000 –

0,0
NULac 40 0,8018 1,000

0,0001 0,0
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